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平成28年度富山大学研究医養成プログラム 
修了報告
巻頭言
富山大学大学院教育部副部長・医学部長　北島　勲
　平成２8年度研究医養成プログラムを修了した学生の研究内容を報告いたします。今年度修了生は第三期生
にあたります。本報告書をご連頂きますと，本年度修了生も免疫学，ウイルス学，再生医学の基礎医学研究
から，本県の特徴であるイタイイタイ病の病理学的研究，さらに意識障害の緊急判定用チャート開発という
臨床研究まで幅広い内容が掲載されています。
　平成２8年度修了生は，第一，二期生と同様の修了認定審査と手続きを行い， 8 名を修了認定致しました。
修了者の多くは ３ 年次の基礎配属授業として自ら興味をもった学問領域を担当する講座で 1 か月研究・学修
を終えた後，さらに研究を進めたいという強い意思のもとで本学研究医養成プログラムに参画しました。そ
の研究成果は学会等で既に発表が修了しております。修了者の研究レベルは非常に高く，当初の医学研究心
を醸成するという目的は十分達成できたと思われます。
　近年，医学部を取り巻く教育環境が激変しており，卒業生の殆どは臨床に進み専門医を目指すようになり
ました。その結果，基礎医学を目指す医学生は全国的に激減し，わが国の医学研究が崩壊する危惧が表面化
してきました。このような背景で，学部のうちから学生の研究心を醸成させ，将来，基礎医学や臨床医学研
究の柱となる人材を育成することを目的として，全国の医学部で，「研究医養成プログラム」が導入されま
した。本学でも，平成２３年11月２４日に大学院医学薬学教育部医学系部会において，「大学院定員充足の方策
について」について審議があり，その中で，「研究医養成コース」として学部学生を対象とした新たなコー
スを設けること，その修了要件は，①最低 ３ 年間以上履修すること，②学会発表等の一定の成果を必要とす
るとしました。また，平成２３年1２月２２日に，①研究医養成プログラムを新たに設けること，②修了要件につ
いては所属講座で研究活動を継続し，一定の研究成果を上げることが要件となることが決定さてました。
　さて，富山大学医学部は，国際基準に準拠した医学教育を実践するために，平成２7年 9 月に「分野別認証
評価」を受審し，改善是正の審査を経て，平成２9年 ４ 月から平成３５年 ３ 月３1日まで「認定」を頂きました。
とくに，領域 ２ 「教育プログラム」の質的向上ための水準（Q２.２.1）に「カリキュラムに大学独自の，ある
いは先端的な研究の要素を含むべきである」とう項目が設定されていますが，この項目は「適合」と評価さ
れ，「研究マインドの涵養のために研究医養成プログラムを立ち上げ，毎年1０名以上の学生が参加している
ことが評価できる」という講評も頂いております。以上，「研究医養成プログラム」は本学医学部の特記す
べき特徴ある教育プログラムとして対外的にも認知されております。
　本学研究医養成プログラム修了生が，将来，大学院に入学し，卒後は基礎系に進み基礎研究を継続する，
あるいは臨床系に進み臨床研究に貢献することを期待しております。「研究者の卵たち」が雛から巣立つま
でしっかり支援してゆきたいと思います。
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登校回避感情の関連因子：文部科学省スーパー食育スクール事業 
の結果から
穐本　昌寛　疫学・健康政策学講座（指導教員　関根　道和教授）
はじめに
　平成２５年度の日本全体の不登校生徒数は，小学校
で２４,17５人（２7６人に 1 人），中学校で9５,４４２人（３7
人に 1 人）と小学校・中学校ともに増加傾向にあ
り，大きな社会問題になっている。登校回避感情を
持つ者は，その後に不登校に移行しやすいと考えら
れており，不登校の予防施策を策定するためには，
登校回避感情の関連要因を明らかにすることが，重
要であると考えられる。
　登校回避感情に関する研究は数多く存在するが，
過去の研究では，複数の学校や全学年を対象にした
研究が少なく，比較的小規模な研究にとどまってい
るものが多かった。また，多変量解析を用いている
研究が少なかった。社会家庭環境や生活習慣は相互
に関係していることから，各関連要因の登校回避感
情への寄与の独立性を明らかにするためには，多変
量解析を用いた検討を行う必要があると考えられる。
　そこで，本研究では，文部科学省スーパー食育ス
クール事業に参加した富山県高岡市内の ５ つの小学
校の 1 年生から ６ 年生までの全学年の児童を対象と
して，生活習慣や社会家庭環境と登校回避感情との
関連性を多変量解析によって明らかにすることを目
的とした。
材料および方法
　対象は２０1４年 7 月に行われた文部科学省スーパー
食育スクール事業に参加した富山県高岡市内の ５ つ
の小学校の 1 年生から ６ 年生までの全児童，計２０５7
名で，そのうち計19３６名から回答が得られた（回収
率9４.1％）。調査票は自記式調査票によるもので，
多くが児童向けの質問項目（本研究における生活習
慣や登校回避感情は児童向け質問項目）で，それら
は児童と保護者が一緒に回答した。また，一部は保
護者向けの質問項目（父親の職業，母親の職業，暮
らしのゆとりは保護者向け質問項目）でそれらは保
護者が回答した。従属変数を登校回避感情の有無と
し，独立変数を社会家庭要因および生活習慣変数と
してロジスティック回帰分析によりオッズ比（OR）
と9５%信頼区間（9５%CI）を算出した。
結　果
　本研究の解析に用いた項目すべてに回答した1６98
人を対象として分析した結果，登校回避感情を持っ
ている児童の割合は３２.２％であった。登校回避感情
と有意に関連していた要因は， 1 ，３ ，４ ，５ 年生で
あること， オッズ 比 はそれぞれ1.４8（9５%CI:1.０２-
２.1３），1.６３（9５%CI:1.1０-２.４２），1.６０（9５%CI:1.０8-
２.３9），1.５６（9５%CI:1.０３-２.３５），朝食の欠食がある
1.7６（9５％CI:1.1２-２.7５）， 間 食 を 毎 日 食 べる1.６４
（9５％CI:1.２1-２.２２），テレビの視聴時間が ３ 時間以
上である1.５５（9５％CI：1.０５-２.２8），ゲームの利用時
間が３０分以上 ２ 時間未満である1.３7（9５％CI:1.０8-
1.7４），睡眠不足を感じている1.５1（9５％CI：1.1４-
1.99），目覚めの気分が良くない1.６４（9５％CI：1.３０-
２.０６），自分の健康に満足でない1.４３（9５％CI：1.1０-
1.87），外遊びが嫌い1.６２（9５％CI:1.０５-２.５２）であっ
た。
考　察
　本研究では，睡眠不足を感じていたり，目覚めの
気分が良くないと登校回避感情を持つオッズ比が高
かった。良質な睡眠がとれないことで，翌朝に睡眠
不足感を感じ，目覚めの気分が悪くなったり，体が
だるくなることで学校に行きたくない，という登校
回避感情を持ってしまう可能性があると考えられ
る。また，小学生において睡眠不足を感じている理
由 としては「何 となく 夜 ふかしをしてしまう」や
「家族みんなの寝るのが遅いので寝るのが遅い」と
いうのが男女ともに最も高い割合を占めており，小
学生においては家族との過ごし方が就寝時間に影響
していると報告されていることから，小学生の睡眠
を改善するためには親の協力も重要であることが考
えられる。
　また，本研究では，メディアの利用が登校回避感
情と独立に関連している結果が得られた。先行研究
では，就寝前にメディアを利用して，睡眠の質が低
下したという報告や 1 日 ２ 時間以上のテレビ視聴や
1 日３０分以上のテレビゲームの使用をしていた者は
目覚めの気分が悪かったという報告があり，メディ
アの利用と睡眠には関係があると考えられる。しか
し，本研究では，多変量ロジスティック解析によっ
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て，メディアの利用が登校回避感情と独立に関連し
ている結果が得られたことから，メディア利用と登
校回避感情との関係の間には，睡眠などの他の生活
習慣とは異なった理由が存在すると考えられる。教
員から見た不登校のきっかけとして，「勉強がわか
らない」などがあり，小学生における不登校の児童
の４２.1％は学業成績下位であったとする報告や平成
２６年度全国学力・学習状況調査の結果によると，メ
ディアと学力との関係として，テレビゲームをして
いる時間が短い児童ほど教科の平均正答率が高い傾
向がみられるという報告があり，テレビの視聴や
ゲームの使用といったメディアの利用時間が長い
と，勉強時間が減少し，勉強がわからなくなって，
登校回避感情を持つようになる可能性があるのでは
ないかと考えられる。
　本研究の限界としては横断研究であるため，登校
回避感情と本研究で登校回避感情との関連性があっ
た因子との間の因果の方向性は説明することができ
ないと考えられ，今後，縦断研究を行って因果の方
向性を確かめることが必要であると考えられる。
成果公表
穐本　昌寛，関根　道和，山田　正明，立瀬　剛志．
登校回避感情の関連因子について─文部科学省スー
パー食育事業の結果から─．第５４回富山県小児保健
学会，２０1５，1０．４，富山．
高浸潤性膵癌株の樹立と浸潤能を規定する因子の同定
高木　康司　病理診断学講座（指導教員：井村　穣二教授）
はじめに
　膵癌は他臓器の悪性腫瘍の中でも最も予後が不良
な腫瘍の一つである。その原因としては，膵臓が深
部臓器であり，早期発見が難しいことが上げられ
る。また，膵癌は，小型の腫瘍であっても容易に早
期の段階で周囲に浸潤し易いことも一因となってい
る。一方，膵癌は腫瘍間質に豊富な線維化を伴うこ
とが多いが，腫瘍細胞はこれら硬化した組織内でも
容易に浸潤する性格を有しており，一件，間質の線
維化と高浸潤性とには逆行する現象と考えるが，そ
の機序等に関して未解明な点が多い。
　本研究では，膵癌の浸潤を規定する因子の同定を
目的として浸潤能の異なる膵癌細胞株を樹立する。
また，これら細胞株の発現遺伝子の変化について網
羅的解析を行い，浸潤に関与する因子の同定を試み
た。
材料および方法
I．高浸潤性細胞株の樹立
　 7 つのヒト 膵 臓 癌 由 来 株（KP- 1 N，KP ３ ，
TCC-PAN ２ ，BxPC- ３ ，PANC- 1 ，AsPC- 1 ，
MIA-PaCa- ２ ）に対してMatrigelinvasionassayを
４ 回行い，各 ０ 世代と ４ 世代の細胞株を得た。各々
の浸潤能を，xCELLigenceRTCA（ACEA）にて，
CIM-PlateMatrigel層へ浸潤させることで評価した。
II．浸潤亢進に寄与しうる遺伝子の検索と発現評価
　得られた細胞株に対し， ３ ’IVTPLUSKitを用
いて各細胞の初代と ４ 代目のtotalRNAを材料にミ
クロアレイ 解 析 を 行った。解 析 にはGeneSpring
（Agilent）を用い，初代と ４ 代目で遺伝子発現が
２ 倍以上異なるもの（FoldChange（［ ４ ］vs［ ０ ］）
＞ ２ ）を検索し，この内，高浸潤群で共通して亢進
し，低浸潤群では発現していないものを選別した。
III．RealtimePCR
　網羅的解析により発現に差異を認めた遺伝子に関
して亢進しているかを確認するために，Realtime
PCRにて定量的に解析した。
IV．Westernblotting
　定量的PCRにて発現の亢進している因子の蛋白レ
ベルでの発現が増量をWesternblottingで確認した。
V．免疫細胞組織化学
　発現の亢進している因子について，細胞内と共に
膵癌組織における局在を免疫細胞組織学的に観察し
た。
VI．siRNAによる遺伝子Knockdown
　発現の亢進している遺伝子に対して，転写を
KnockdownさせるようsiRNAを作成，高発現して
いる細胞株に遺伝子導入し，発現の減弱を確認後，
浸潤能に影響を及ぼすか確認した。
VII．遺伝子導入による発現増強細胞
　発現のみられなかった細胞株あるいは低浸潤性を
示す細胞株に高発現している遺伝子を導入すること
により当該遺伝子を強制発現させ，浸潤が亢進する
か検討した。
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結　果
I．高浸潤性細胞株の樹立
　４8時間のxCELLigenceRTCAにて， ０ 世代目よ
りも浸潤能が亢進した ５ 細胞株（KP- 1 N，KP ３ ，
TCC-PAN ２ ，BxPC- ３ ，PANC- 1 ）と，殆ど変化
しなかった ２ 細胞株（AsPC- 1 ，MIA-PaCa- ２ ）を
得た。
II．浸潤亢進に寄与しうる遺伝子の検索
　Genechip解析にて，初代と ４ 代目との比較にお
いて， ５ つの高浸潤群で遺伝子発現が増加する一
方，低浸潤群では殆ど発現増加がみられない遺伝子
として，IL-３２，ARHGDIB，PTX ３ ，PCYT 1 Bを
同定した。
III．上記遺伝子に対するRT-PCRにて，高浸潤群に
おいては ４ 代目で発現が亢進する一方，低浸潤群で
は殆ど発現がみられなかった。低浸潤群と高浸潤群
の ４ 代目を比較したものでは，IL-３２とPCYT- 1 Bに
おいて高浸潤群側の方が高発現している傾向にあっ
た。
IV．IL-３２ を 対 象 に 各 細 胞 株 に 対 してWestern
blottingを施行したところ，高浸潤群では初代に比
べ ４ 代目で著明に発現が亢進していたが，低浸潤群
では初代， ４ 代目共に発現は殆どみられなかった。
V．膵組織を材料としたIL-３２の免疫組織化学染色で
は，正常膵組織における発現が殆どみられなかった
のに対し，膵腫瘍では浸潤先進部を優位に高発現す
る傾向を有していた。
VI．siRNAによるIL-３２のKnockdown効果は対象の
Luciferaseknockdown細胞株に比して浸潤性の低
下が認められた。
VII．IL-３２強制発現細胞では，浸潤性がみられな
かった ２ 株で優位に浸潤性を増すことを確認した。
考　察
　膵癌は豊富な間質を有しながらも浸潤性の高い腫
瘍であり，周囲臓器への浸潤並びに遠隔転移も高頻
度であり，その結果，他臓器に比して予後が極めて
不良な悪性腫瘍の最たるものの一つである。この浸
潤能を規定している因子は数多く存在すると思われ
るが，これまでの研究において様々な観点から研究
が成されてきた。しかし，これらの多くは他臓器悪
性腫瘍で浸潤との関連性が指摘されたものを転用
し，浸潤性との比較検討を行ったものである。一方，
本研究は浸潤性の高い細胞株をまず樹立し，それら
の細胞において高発現している因子を探索するとい
うユニークな手段を用いている。その結果，幾種類
かの 遺 伝 子 が 同 定 されたが，重 要 なものとして
IL-３２が上げられた。
　IL-３２は比較的最近同定されたInterleukinファミ
リーの一つで，TNF-αやIL- 8 の誘導などに関与す
る炎症性サイトカインでもある。腫瘍との関連性に
関して最近注目され，幾つかの報告があり，肝細胞
癌では腫瘍の進展に，乳癌では発育と浸潤性を増強
させるらしい。また，膵臓では慢性膵炎で発現が亢
進することも報告されている。本研究では，高浸潤
性の膵癌細胞株でIL-３２が高発現をしていることを
網羅的解析で見出し，その発現をmRNA，蛋白レ
ベルで確認するだけでなく，実際の腫瘍組織内で浸
潤している膵癌細胞での発現を認めている。さら
に， これら 浸 潤 性 とIL-３２ が 関 与 しているか，
siRNAによるKnockdownあるいはIL-３２の強制発現
実験でも，直接的に浸潤に影響を及ぼしていること
を証明した。今後は，腫瘍細胞におけるIL-３２の発
現調節機構を明らかにすると共に，IL-３２により発
現調節を受けている因子を同定することが重要であ
る。さらに将来はIL-３２の機能発現に拮抗するよう
な生物学的製剤の作成にも寄与できると考える。そ
れにより，難治癌である膵癌に対する，今後の新規
治療選択として，殺細胞効果とは異なり浸潤性とい
う形質を制御する新たな分子標的治療薬を開拓する
基盤研究にも繋がると思われる。
成果公表
1 ）高木　康司，中嶋　隆彦，三輪　重治，林　伸
一，野本　一博，常山　幸一，井村　穣二．細
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唾液腺腫瘍における種々のClaudinの発現とその局在の差異について
竹下　優　病理診断学講座（指導教員：井村　穣二教授）
はじめに
　唾液腺腫瘍はその組織型の多さを反映して，組織
構築も各組織型で多彩であり，様々な腫瘍細胞が特
徴的な配列・極性を示しながら配列している。一
方，正常細胞のみならず，個々の腫瘍細胞間の結合
には様々な因子が関与しており，一方はAdherent
junction:AJが，他方ではTightjunction:TJがその
役割を担っている。細胞間結合の主体をなすものは
AJであるが，TJに関しては，細胞間結合のみなら
ず，バリアー機能と共に細胞の極性にも重要な役割
を演じているとされる。これまでTJ関連因子とし
てはZonaoccludin- 1 ：Zo- 1 やOccludinをはじめと
して，Claudin等が知られているが，これらのTJ関
連因子は様々な正常組織あるいは腫瘍組織において
その発現の局在や発現の差異が見られることが報告
されている。それらの報告では，細胞極性など組織
構築を規定する因子である可能性が示唆されてき
た。そこで，多彩な組織構築を示す唾液腺腫瘍にお
いて，これら各種Claudinの発現とその局在がどの
様に変化しているかを知ることを目的に，免疫組織
学的に検討を行い，本腫瘍の組織構築や腫瘍細胞の
極性の差異に関与するか検討を行った。
材料と方法
　唾液腺腫瘍として切除された症例から，多形腺腫
やWarthin腫瘍をはじめとした良性腫瘍と腺様嚢胞
癌などの悪性腫瘍の計４8例の２０％ホルマリン固定パ
ラフィン 包 埋 切 片 を 用 いた。 これらより 各 種
Claudin- 1 : C- 1 ，Claudin- ３ : C- ３ ，Claudin- ５ :
C- ５ およびClaudin- 7 :C- 7 に対する特異抗体C- 1
（Zymed），C- ３ ，C- ５ （Invitrogen），C- 7 （abcam）
を用い，自動免疫染色装置（BenchMark®GX，
Roche）にて免疫組織学的に観察した。
結　果
　正常組織における各Claudinの発現は，導管の筋
上皮同士のBasolateral側にC- 1 とC- ５ が，導管の腺
上皮の腺腔側にC- ５ が，介在部導管上皮ではC- 1 と
C- ３ が，小葉の腺房細胞では接合部に一致して
C- ３ ，C- ５ ，C- 7 の発現の局在を認めた。
　良性腫瘍の中で最も多い多形腺腫では，腺腔を形
成する部位では細胞のApex部位やBasolateral側に
C- 1 ，C- ５ ，C- 7 が局在し，一方，C- ３ は細胞質に
びまん性に認めた。一部の扁平上皮化生部位では
C- 1 が化生細胞の膜上に全周性に発現を認めた。但
し，紡錘形細胞主体の成分には何れのClaudinとも
その発現を認めなかった。次に遭遇する機会の多い
Warthin腫瘍では特徴的な発現を認めた。殆どの症
例で，この腫瘍に特徴的な高円柱細胞の細胞質に各
Claudinがびまん性に陽性を認めると共に，細胞接
合面に陽性像を示し，基底側の多角形細胞にC- ３ 膜
上に強陽性像を示した。OncocytomaもWarthin腫
瘍と同様の傾向を示した。C- ３ ，C- ５ ，C- 7 が腫瘍
細胞の細胞質にびまん性に陽性像を示す共に，C- 1
がBasolateral側に陽性を示した。
　一方，悪性腫瘍では，侵襲性の高い導管癌では，
面皰様壊死を伴う部位を中心にして，全周性，部分
的，点状に，あるいは腺腔形成面に発現を認めるな
ど，多彩な発現パターンを示した。唾液腺腫瘍の中
でも最も遭遇する機会の多い腫瘍である腺様嚢胞癌
では，Claudinの発現は極めて低頻度であり，管状
型のみ腺腔形成部位のAppexやBasolateral側に認め
たのみで，その他の亜型である篩状型や充実型では
検討したClaudinの発現は認められなかった。
考　察
　今回の研究の中で唾液腺の正常組織における各
Claudinの局在部位がその他の臓器，特に腺上皮を
有する組織においての発現部位とに差異を認めた。
即ち，Claudinの多くが局在するTightjunctionは腺
上皮では多くの場合，Apex側に存在しているが，
今回検討した唾液腺組織では，腺上皮や筋上皮の
Basolateral側に局在していた。Claudinの主機能の
一つであるバリア機能を発揮する為にはApex側に
存在した方が都合良いわけであるが，一方で，細胞
間結合や細胞極性の機能面ではBasolateral側にその
局在をもったほうが良いのかもしれない。
　これらの正常組織を起源に発生する腫瘍の中でも
良性腫瘍では，最も頻度の高い多形腺腫において
は，主に腺腔を形成する部位の腺上皮のBasolateral
からApex側を中心として発現を認めたが，腺腔形
成に乏しい部位や筋上皮成分あるいは紡錘形細胞で
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の発現は認めなかった。このことは腺腔形成には
Claudinが細胞極性の面から必要であることを示す
一方，正常組織で観られた筋上皮の発現が，多形腺
腫では消失していることは興味深い点である。
Warthin腫瘍とOncocytomaは類似した結果で，上
皮成分の豊富な顆粒状細胞質にびまん性に陽性にな
るだけでなく主にBasolateral側に発現を認めた。こ
の共通した発現パターンは両腫瘍細胞に観られる豊
富かつ顆粒状の細胞質が類似していることを反映し
ているのかもしれない。
　悪性腫瘍では導管癌では主に面皰様構造を示す部
位での発現が目立つが充実性部分や管腔形成部位の
一部にも発現を認め，本腫瘍のもつ腺腔形成に
Claudinが細胞極性に重要な役割を演じているもの
と推察する。一方，予想に反して，腺様嚢胞癌での
発現は他の組織型に比し低頻度で，管腔形成部位で
僅かにApex側に認められた。このことの真意は不
明ながら，易浸潤性の本腫瘍の生物学的特性を反映
しているのかもしれない。
　以上の如く，唾液腺腫瘍では，その組織像の多彩
性を反映して，様々な腫瘍で異なったClaudinの発
現様式を認め，腫瘍を構成している腫瘍細胞の違い
だけでなく，各組織型でも各Claudin分子の発現は
異なっており，その結果が多彩な唾液腺腫瘍におけ
る腫瘍細胞の極性の違いを反映しているものと推察
できる。
　今後は，多彩な唾液腺腫瘍の各組織型における細
胞極性と組織構築にTightjunctionがどの様に関
わっているか病理学的研究が進むと思われ，さらに
唾 液 腺 腫 瘍 の 外 科 病 理 診 断 においてもTight
junctionの構成因子の検索が鑑別診断に活用される
ものと考える。
結　語
　唾液腺腫瘍の構成細胞の違いだけでなく，各組織
型でも各Claudin分子の発現は異なっており，その
結果が多彩な唾液腺腫瘍における腫瘍細胞の極性の
違いを反映しているものと推察できる。
成果公表
竹下　優，東松　由羽子，畠野　真帆，中西　ゆう
子，中嶋　隆彦，三輪　重治，林　伸一，常山　幸
一，井 村　穣 二． 唾 液 腺 腫 瘍 における 種々の
Claudinの発現とその局在の差異について．第1０４回
日本病理学会総会，２０1５，４.３０-５.２，名古屋.
Laminin- 5 γ 2 chainの発現は乳房外Paget病の真皮内浸潤を予測する
東松　由羽子　病理診断学講座（指導教員:井村　穣二教授）
はじめに
　乳腺外Paget病は主に腋窩，陰嚢，肛門周囲ある
いは外陰部等に発生する特異な腫瘍の一つである。
組織的には乳腺Paget病と同様，多くは真皮内に
沿って非浸潤性に広範囲に進展する場合が多い。一
方，症例によっては表皮基底膜を破壊し，真皮内に
浸潤，時によってはリンパ節へ転移することがあ
る。この様に多くは非浸潤性の腫瘍であるが時に浸
潤する場合もあり，リンパ節郭清などある程度，術
前に把握する必要性がある。しかし，生検から浸潤
の有無を観るためには無作為に数多くの検体を採取
しなければならないが，絶対的なものではなく，そ
の為にも浸潤の可能性を捕捉するような何らかの補
助手段を考慮する必要性がある。
　Lamininは主に上皮細胞基底膜を構成する因子の
一つである，数種類の構成ファミリーを有してい
る。その中でも，Laminin- ５ はα，β，γの三つの
側鎖を有した三量体を形成しており，その内のγ鎖
はこれまで，種々の悪性腫瘍で発現していることが
報告されている。特に，正常細胞や上皮内癌の多く
では発現が観られないが，浸潤の初期から腫瘍細胞
の細胞質で発現している。
　そこで，Laminin- ５ γ２ chain:Lam- ５ が 乳 腺 外
Paget病における腫瘍細胞の浸潤を予測するバイオ
マーカーとなり得るか免疫組織学的に検討を行った。
材料と方法
　３６例の乳腺外Paget症例の手術症例を対象とし，
陰嚢，外陰部，肛門周囲に発生し，その他の泌尿生
殖器や直腸病変の共存が無い症例を用いた。これら
のホルマリン固定パラフィン包埋切片を材料として
使用した。これらの切片に対し，Lam- ５ に対する
特異抗体（抗Laminin- ５ gamma ２ chainマウスモ
ノクローナル抗体，Chemicon）を用い，自動免疫
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組織染色装置（BenchMark®GX，Roche）にて免
疫組織化学的検索を行った。
結　果
　対象症例は1６例（４４%）が表皮内に限局する非浸
潤例で，２０例（５６%）が真皮内に腫瘍細胞が浸潤し
た症例であった。
　Lam- ５ の発現は，正常皮膚では表皮真皮接合部
の基底膜に沿って線状に発現を認めた。腫瘍組織で
は，非浸潤例の1０例（６３%）と浸潤例の 1 例（ ５ %）
に同様の基底膜に沿った線状発現を認めた。一方，
非浸潤例の ６ 例（３7%）と浸潤例の19例（9５%）に
基底膜発現の消失を認めた。さらに，浸潤例の11例
（５５%）に腫瘍細胞の細胞質内にLam- ５ の発現を
認めた。この発現は主に浸潤先進部や胞巣から芽出
したり，孤在性する腫瘍細胞に優位に発現を認める
傾向を示した。また，非浸潤例の 7 例（４４%）にお
いても，表皮内の腫瘍細胞の一部に細胞質内発現を
認めた。統計学的には，非浸潤例と浸潤例間におけ
る，基底膜での発現の消失と腫瘍細胞における細胞
質内発現の有無に関して有意な差を認めた（p＜
０.００５）。
考　察
　乳房外Paget病は乳房Paget病同様，その組織発
生が特定されていない比較的まれな腫瘍の一つであ
る。組織学的には表皮内に沿って，大型で明るい胞
体を有した腫瘍細胞が広範囲に進展する腫瘍であ
る。多くは非浸潤性を呈するがまれに，真皮内に浸
潤する例が存在する。治療としては切除が第一選択
であるが，時に浸潤例の一部でリンパ節転移を来す
こともあり，郭清の必要な場合がある。しかし，術
前にそれらを知り得る手段はこれまでになかった。
今回，Lam- ５ が浸潤の有無を知る得るバイオマー
カーの一つとして可能性を有していることが判っ
た。Lam- ５ は本来，正常皮膚の基底膜を構成する
分子の一つであり，表皮細胞を支持する役目を担っ
ている。しかし，Paget病では概ね，表皮内に存在
する場合はその役目を保存しているようであるが，
浸潤例の多くで基底膜発現の消失は，ある意味，浸
潤に伴って基底膜を破壊する上でLam- ５ を分断あ
るいは消失させた結果かもしれない。しかし，一方
で，本来，基底膜構成要素であるLam- ５ が腫瘍細
胞の細胞質内で発現することは極めて興味深い所見
で，これらは他の悪性腫瘍での報告でも同様であ
る。この腫瘍細胞の細胞質内発現の意義は不明なが
ら，腫瘍細胞が浸潤する場合にその足場を形成する
のにLam- ５ 必要なのかもしれない。また，非浸潤
例の一部でも腫瘍細胞での発現を認めた。このこと
は，これらの腫瘍細胞はその時点で浸潤はしていな
いものの，浸潤する能力ないしは可能性を有した細
胞であるのかもしれない。最近，γ鎖の一部がその
他の因子を刺激して他の生物学的作用を惹起する機
序も報告されている。今後，これら腫瘍細胞におけ
るLam- ５ の発現の機構あるいは意義について研究
を進めるべきであろう。
　本研究においてLam- ５ の発現は乳房外Paget病に
おける腫瘍細胞の浸潤を知り得る一つのバイオマー
カーである可能性が示唆された。この臨床応用とし
ては，これまでランダム生検する目的は一つに病変
の広がりを知るためとともに浸潤の有無も検索する
ためにも用いられてきた。しかし，それらの材料か
ら浸潤した病巣を捕らえることは難しかった。その
上で，Lam- ５ の免疫組織学的検索を追加すること
で，表皮内に存在する腫瘍細胞の細胞質内発現を観
た場合，他の部位で浸潤している可能性や発現して
いる細胞が浸潤する能力を有した細胞であることも
示唆している。その様な場合，リンパ節郭清を追加
することも必要になってくるであろう。
結　語
　Lam- ５ の免疫組織学的検索は乳房外Paget病にお
ける腫瘍細胞の浸潤を規定している一因子であり，
浸潤の有無を捕捉するバイオマーカーであるものと
考える。
成果公表
東松　由羽子，竹下　優，畠野　真帆，中西　ゆう
子，中嶋　隆彦，三輪　重治林　伸一，常山　幸一，
酒井　剛，井村　穣二．Laminin ５γ２ chain発現
はPaget病細胞の浸潤を予測する．第1０４回日本病
理学会総会，２０1５，４.３０-５.２，名古屋．
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人工抗原提示細胞を用いた抗原特異的TCR遺伝子のクローニング
長谷川　傑　免疫学講座（指導教員：村口　篤教授）
はじめに
　免疫細胞であるT細胞は，細胞膜上にあるT細胞
受容体（Tcellreceptor,TCR）という膜タンパク
質をセンサーにして，自己の目印であるHLA分子
とそれに提示されている病原体などのペプチドを認
識する。T細胞が発現するTCRは 1 種類であるが，
TCRの遺伝子は非常に多様性に富んでおり，我々
の身体の中では，抗原特異性の異なる多様なT細胞
が作られ，様々な病原体に対応している。
　組織あるいは血液中に存在するがん特異的T細胞
は極めて少数（末梢血リンパ球の1０００個に 1 個以
下）であるため，これまではそれを検出して個々の
細胞からTCR遺伝子を取得することは極めて困難
であった。しかし富山大学免疫学教室では， 1 個 1
個の抗原特異的T細胞からTCR遺伝子を効率よく取
得することが可能なシステム，hTEC1０法（human
TCRefficientcloningwithin1０days）を確立し，
従来では数ヶ月を要したTCR遺伝子の単離を1０日
で行うことが可能となった。hTEC1０法で抗原特異
的T細胞を取得するためには，抗原ペプチド/HLA
複合体を用いるのが簡便であるが，抗原ペプチドの
アミノ酸配列を同定することは容易ではなく，さら
に抗原ペプチド/HLA複合体の作成は難しい。
　そこで，本研究では目的抗原タンパク質を内在的
に発現させた人工抗原提示細胞（artificialAntigen
PresentingCell,aAPC）を 用 い，抗 原 ペプチド/
HLA複合体を用いずに抗原特異的なTCR遺伝子を
取得するための方法を検討した。
材料および方法
　本研究では，モデル抗原タンパク質としてEBウ
イルスの抗原タンパク質の一つであるBRLF- 1 を用
いた。また，人工抗原提示細胞（aAPC）として，
ヒト白血病細胞株K５６２細胞に，抗原提示に必要な
HLA-A２４と共刺激分子のリガンドであるCD8０，
CD1３7Lの遺伝子を導入した細胞を用いた。aAPC
にBRLF- 1 のcDNAを遺伝子導入すると，細胞内で
BRLF- 1 タンパク質が産生・分解され，分解された
一部のペプチドがHLA-A２４と結合しK５６２の細胞表
面へ発現する。このaAPC（aAPC-BRLF 1 -cDNA）
と健常人ドナーの末梢血リンパ球（PBL）を1０日間
共培養し，BRLF- 1 ペプチド/HLA-A２４に特異的な
TCRを発現したT細胞を活性化・増殖させた。活性
化されたT細胞を，T細胞の活性化マーカーである
CD1３7を指標にセルソーターで単一細胞として単離
した。単離した個々のT細胞からRT-PCR法を用い
てTCR遺伝子を増幅し，そのTCR遺伝子の塩基配
列を解析した。今回の結果と，以前同じドナーの末
梢 血 リ ン パ 球 か ら B R L F - 1 ペ プ チ ド
（TYPVLEEMF）/HLA-A２４複合体を用いて，抗
原特異的TCRを取得した時の結果を比較し，本研
究の方法でも抗原特異的なTCR遺伝子の取得が可
能かどうか検討した。
結　果
　aAPC-BRLF 1 -cDNAと1０日間共培養したPBLを
再 度aAPC-BRLF 1 -cDNAお よ びaAPC-Mock
（negativecontrol）で再刺激し，CD 8 陽性CD1３7
陽性細胞６8個をソーティングした。ソーティングし
た６8個の単一T細胞からRT-PCR法を用いてTCR
cDNAを増幅した。PCR産物をアガロースゲル電気
泳動し増幅を確認したところ，増幅率は，α：
４４/６8（６４.7%），β：４４/６8（６４.7%），α β ペア 率:
３8/６8（５５.9%）であった。今回のaAPCを用いて得
られたTCRβ のレパートリーと， 同 じドナーの
BRLF- 1 ペプチド（TYPVLEEMF）/HLA-A２４ 複
合体を用いて得られたTCRβのレパートリーを比
較したところ，今回得られたTCRβのうち２５個は
BRLF- 1 ペプチド（TYPVLEEMF）/HLA-A２４ 複
合体を用いて得られたTCRβと同じものであった。
すなわち，BRLF- 1 ペプチドTYPVLEEMFに 特 異
的であった。
考　察
　BRLF- 1 のcDNAを導入し発現させたaAPCを用
いることで，末梢血リンパ球から，CD1３7陽性の活
性化CD 8 陽性T細胞を誘導することが出来た。ま
た，aAPCで誘導された活性化T細胞のTCRのレ
パ ー ト リ ー の 一 部 は，BRLF- 1 ペ プ チ ド
TYPVLEEMF/HLA-A２４複合体を用いて得られた
TCRのレパートリーと 一 致 していた。つまり，抗
原ペプチドのアミノ酸配列が未知であっても，標的
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タンパク質を発現しているaAPCを用いることで抗
原特異的TCR遺伝子がクローニング可能であるこ
とが確かめられた。本法を用いることにより，様々
な腫瘍に対して，効率よく腫瘍特異的T細胞を作製
できるようになり，ガンに対する免疫療法への応用
が期待できる。
成果公表
長谷川　傑．人工抗原提示細胞を用いた抗原特異的
TCR遺伝子のクローニング．第7０回富山県医学会，
２０1６，３.1３，富山．
中枢神経系におけるPDGFRα陽性細胞のfate mapping解析
原　祥子　病態・病理学講座（指導：笹原　正清教授）
はじめに
　 成 体 脳 で は，oligodendrocyteprogenitorcell
（OPC）が血小板由来増殖因子受容体α（PDGFRα）
陽性細胞として確認できる。一方で，OPC分化開
始以前の神経発生期初期の中枢神経系では，
PDGFRαは神経堤細胞に発現しているとされる。
神経堤細胞は多彩な発生系譜を示し，末梢神経系構
成細胞（神経，シュワン細胞），メラニン発現色素
細胞，脂肪細胞など，成体の多くの主要な器官にお
いて多様な機能を担う細胞に分化する。しかしなが
ら，神経発生期初期にPDGFRαを発現する神経堤
細胞の大脳形成における役割は未解明である。
材料および方法
　我々は神経発生期初期のPDGFRα陽性細胞が
OPCに分化するのか，または他の中枢神経系構成
細胞に分化するのかを明らかにするため，PDGFR
αプロモーター制御下でタモキシフェン誘導型Cre
recombinaseとともにEGFPをも 発 現 するトランス
ジェニックマウス（Pdgfra-CreERT 2 -Egfp, 以 下
PRaマウス）を 樹 立 した。さらに，PRaマウスを
Rosa２６領域でCrerecombinase依存的にmCherryを
発現するレポーターマウス（R26R-mCherry,以下
MCマウス）と交配することでPRa-MCマウスを作
出した。PRa-MCマウスに対し，神経堤細胞特異的
にmCherryを標識するために，神経堤細胞が神経
上皮から遊走開始する神経発生期初期（E8.５）にタ
モキシフェンを母体に投与することで，神経堤細胞
のfatemapping解析を行った。出生したmCherry標
識 済 みPRa-MC マ ウ ス 脳 を サ ン プ リ ン グ し，
mCherry陽性細胞の蛍光免疫組織化学的解析を
行った。
結　果
　PRa-MCマウス 成 体 大 脳 皮 質 領 域 において，
mCherry陽性細胞（E8.５でPDGFRαを発現してい
た神経堤由来細胞）は，脳微小血管を構成する
CD３1陽性の血管内皮細胞とCD1３陽性のペリサイト
に 分 化 しており， その 割 合 はそれぞれ４４.０7 ±
1０.9５%，４9.81±11.０５%とほぼ同等であった。一方
で，成体大脳皮質領域においてPDGFRα陽性細胞
として観察されるOPCにはmCherryの発現は観察
されなかった。
考　察
　以上の結果から，PDGFRαシグナルは，神経発
生期初期において神経堤細胞分化に続く脳血管構成
細胞の発生に寄与していることが明らかとなった。
また，成体脳ではPDGFRαがOPCの維持と分化制
御に関与しているという報告などから，中枢神経系
におけるPDGFRαシグナルは，血管構成細胞分化
とOPCの恒常性に関与するという ２ 面性を有する
ことが強く示唆される。本研究結果から，神経発生
期初期から成体に至るまでの過程で，中枢神経系で
のPDGFRαシグナルの役割は大きく変化すること
が示された。
成果公表
原　祥子，山本　誠士，北原　英幸，濱島　丈，石
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CHT遺伝子導入ヒト羊膜細胞の特徴
吉田　佳奈美　再生医学講座（指導教員：二階堂　敏雄教授）
はじめに
　アルツハイマー病では，大脳皮質のマイネルト基
底核から投射されるコリン作動性神経細胞の減少，
アセチルコリンの分泌低下により記憶障害が起こる
と考えられている。富山大学再生医学研究室が再生
医療材料として開発した不死化ヒト羊膜上皮細胞
（iHAE）は，幹細胞としての特性を有し，骨，軟骨，
神経などの組織に分化する能力を有する細胞であ
る。 また，iHAEはコリンアセチルトランスフェ
ラーゼ（ChAT）を強く発現することから，本細胞
に高親和性コリントランスポーター（CHT）遺伝
子を導入し，アセチルコリンの合成，分泌を行うコ
リン作動性神経に選択的に分化誘導させることが容
易な細胞系を樹立し，アルツハイマー病に対する治
療方法の一つとして利用可能か研究を進めている。
本研究では，神経分化誘導した細胞の形態的，機能
的特性について検討した。
材料および方法
Ⅰ．CHT遺伝子導入細胞の培養
1 ）CHT(＋)iHAEは，不死化ヒト羊膜上皮細胞に
野生型CHT遺伝子を導入し，再生医学教室で樹立，
継代されている細胞である。
２ ）CHT(+)iHAEお よ びCHT(-)iHAEは，Normal
Mediumお よ びDifferentiationMedium(NS-A)に て
8 日間培養し，実験に供した。
①NormalMedium：Dulbecco’sModifiedEagle’s
MediumNutrientMixtureF-1２ (DMEM/F-1２)，
1０%Fetal Bovine Serum (FBS)， 1 %penicillin
antibiotic
②DifferentiationMedium(NS-A)：Dulbecco’s
ModifiedEagle’sMediumNutrientMixtureF-1２
( DMEM / F - 1 ２ ) ， 1 ０ %N e u r o C u l t ® N S - A
differentiationKit， 1 %penicillinantibiotic
Ⅱ．CHT(+)細胞の特性の検討
1 ）培養による経時的変化：培養後， ２ 日間隔で，
培地の交換を行い， ２ 日， ４ 日， 8 日目に倒立顕微
鏡にて形態を観察した。
２ ）神経細胞マーカーの発現：培養 8 日目に細胞を
PBSで洗浄後， ４ ％パラホルムアルデヒドにて固定
後，Ne s t i n ( S a n t a c r u t z , r a b b i t ,  1/ ２ ０ ０ ) ,
TUJ 1 (R&D,mouse,1/２００),betaⅢtubulin(abcam,
rabbit, 1/1００), Synaptophysin (abcam, rabbit,
1/ ２ ０ ０ ) ,  GFAP ( PROGEN ,mou s e ,  1 / 1 ０ ０ ) ,
MAP ２ (abcam,mouse,1/２００),NFGRp7５(Santacruz,
rabbit,1/２００)などの一次抗体でインキュベートした
後，二次抗体を用いて蛍光染色し，観察した。
３ ）神経細胞関連mRNAの発現：ISOGENⅡ（ニッ
ポンジーン）を用いてRNAを抽出し，ReverTra
AceqPCRRTMasterMix（東 洋 紡） を 用 いて
cDNAを 合 成 し，TaqPCRCoreKit（QIAGEN）
を用いてRT-PCRを行った。なおプライマーはヒト
CHT,ChAT,GFAP,MAP２,Nestin,TUJ３,β-actin
を用いた。
４ ） 単 一 刺 激 インパルスによるfEPSP（field
excitatorypostsynaptic potential） の 発 現：
MED６４SYSTEM（アルファメッドサイエンティ
フィック株式会社）を用いて神経活動の多点計測を
行った。６４個の平面微小電極がパターニングされた
MEDプローブ上におよそ 1 mlの０.０２%ポリL−オル
ニチンを添加し， 1 晩以上静置する。CHT細胞を
播種し，培養を開始した。培養開始後， ５ 日目にプ
ローブ上で細胞が十分に突起を伸ばしていることを
確認した上で，目的の細胞が存在する部位に選択的
に刺激を加え，隣接する（突起により接触してい
る）細胞におけるfEPSPの発生を測定した。
 結　果
I．培養細胞の経時的形態変化
　NormalMediumで 8 日 間 培 養 したCHT(-)iHAE
およびCHT(＋)iHAEいずれの細胞群も増殖はする
ものの形態的な変化はほとんどみられなかった。一
方，神経分化培地（NS-A）で培養するとCHT(-)
iHAEは培養 ４ 日目で重なるように増殖するのが観
察されるが，CHT(+)iHAEは，細胞数は減少するが，
細胞が突起を四方に伸ばし，互いに連絡する像が観
察された。
II．CHT(+)iHAEにおける神経細胞マーカーの発現
　分化培地で培養したCHT(+)iHAE細胞は，神経細
胞マーカーであるβ–tubulin,Snaptophysinを発現
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していた。β–tubulin,とSnaptophysinの ２ 重染色を
実施したところ，突起を長く伸ばしている細胞で強
い発現が観察された。一方，神経未分化マーカーの
nestinやグリア細胞マーカーであるGFAPは，突起
が発達しない円形および楕円形の細胞でのみ観察さ
れた。
III．神経細胞関連mRNAの検討
　CHT(+)iHAEはnormal培 地 で 培 養 しても 既 に
MAP ２ やβ–tubuinのmRNAの発現が見られたが，
分化誘導後には，グリア細胞関連遺伝子の発現が源
弱し，神経細胞関連遺伝子の発現が増強された。
IV．自 発 電 位 及 び fEPSP（field excitatory
postsynapticpotential）の発現の測定
　MEDプローブ上で培養された，CHT(+)iHAEの
うち，電極上に存在し，四方に突起を伸ばしている
細胞に電気刺激を加え，離れた部位の細胞に刺激が
伝達されているか否かを検討したところ，細胞突起
が接触している部位の細胞において，通常の電位よ
りもスパイクが大きなfEPSPを発生していた。
考　察
I．培養細胞の形態的比較
　CHT遺伝子を導入したiHAEは，紡錘形の細胞体
や樹状突起，さらにシナプス様の構造を持つなど，
神経細胞様の形態を呈した。iHAE細胞は，神経細
胞へ分化する能力を有する細胞であるが，NS-A培
養下では，CHT(+)iHAE細胞のみが神経細胞への分
化がみとめられ，CHT(-)iHAEでは，球状のままで，
形態的な変化は認められなかった。NS-A培地に含
まれる成分が，CHT遺伝子を導入した細胞に 1 週
間という短期間に特異的に形態変化を惹起したと考
えられた。
II．神経細胞マーカーの免疫染色による検討
　CHT(+)iHAE細胞において，神経のシナプス形成
に関係するSnaptophysinの発現が観察された。
NS-A誘導培地で培養では，形態的な変化は著しい
ものの，神経前駆細胞マーカーのNestinの発現が継
続して観察され，神経細胞様に分化しているもの
の，未だ未熟な段階にあることが示唆されていた。
しかし，隣 接 する 細 胞 と 接 触 する 神 経 突 起 に
Snaptophysinが発現することから，単に網目を形
成しているだけでなく，隣接する細胞間にシナプス
形成が起こっている可能性が示唆され，神経細胞の
ネットワーク構築が期待された。
III．神経細胞マーカー関連mRNAの発現
　グリア細胞より神経細胞特有タンパク質の産生に
関与するmRNAの発現が有意であることから，こ
れらの細胞が神経細胞へと分化誘導されたことが明
らかとなった。
IV．自 発 電 位 及 び fEPSP（field excitatory
postsynapticpotential）の発現の測定
神経細胞への分化を誘導したCHT(+)iHAEが自発
電位を発生していた。また，単一刺激を惹起した細
胞に隣接した細胞へ刺激が伝達されるか否かを検討
したところ，突起が連続した細胞に刺激が惹起され
たことが観察された。携帯だけでなく，機能的にも，
神経細胞のネットワークが構築されつつあることが
示唆された。今後は，そのスパイクの波形を検討す
るなど，活動電位の性質をより詳細に検討すること
が必要だと思われる。
総合考察
　CHT遺伝子を導入したiHAEは，神経細胞様に形
態変化し，神経細胞マーカーおよび神経細胞の
mRNAを発現することが明らかになった。形態的
に突起を形成するだけでなく，突起間にシナプス構
築に関係するsynaptophysinの発現が見られ，しか
も，単一パルス刺激により誘発されたfEPSP（field
excitatorypostsynapticpotential）が観察されたこ
とから，形態だけでなく，初期的な神経細胞のネッ
トワークが構築された可能性が示唆された。刺激伝
達物質であるアセチルコリンの分泌は確認されな
かったが，今後，本CHT(+)iHAE細胞がコリン作動
性の神経細胞へ選択的に，しかもより効率的に分化
誘導され，神経ネットワークの構築が推進されるよ
うな条件についてさらなる検証が必要である。
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メラノーマ担癌マウスを用いた腫瘍浸潤リンパ球のT細胞受容体（TCR）
レパートリー解析
吉野　佳佑　免疫学講座（指導教員：村口　篤教授）
はじめに
　がん免疫療法の一つであるT細胞受容体（TCR）
遺伝子治療では，腫瘍特異的TCR遺伝子を導入し
た自己リンパ球を患者に戻すことで癌を治療する。
そのためには，腫瘍特異的TCR遺伝子を取得する
必要がある。腫瘍内では，腫瘍特異的なTCRを持っ
たT細胞が活性化され，クローナルに増殖している
と考えられる。
　免疫学講座では，単一細胞RT-PCR法を用いて 1
個のT細胞からTCR遺伝子を増幅し，その配列を解
析することで，T細胞のクローナリティを解析する
方法を開発した。本研究では，その方法を応用して，
マウス由来メラノーマ細胞をマウス皮下に移植して
得られた腫瘍を用いて，腫瘍内に浸潤している活性
化CD４+T細胞のクローナリティを解析した。
材料および方法
　マウス左側腹部を毛刈りし，その皮下に必要量増
やしたB1６F1０メラノーマ細胞を1００μLPBSに懸濁
し，植え付けた。移植1０日後にマウスを頸椎脱臼に
て 安 楽 死 さ せ， 腫 瘍 を 摘 出 し た。Tumor
DissociationKitで 腫 瘍 組 織 を 酵 素 処 理 し，
gentleMACS（Miltenyi社）を用いて粉砕し，腫瘍
浸 潤 リ ン パ 球（TIL=Tumor  In f i l t r a t i ng
Lymphocyte）を 回 収 した。同 じ 個 体 から 脾 臓
（spleen），鼠径部リンパ節（癌所属リンパ節；
draininglymphnode,dLN）を取り，リンパ球を調
製した。調製したリンパ球を蛍光標識したCD ４ 抗
体 およびCD1３7 抗 体 で 染 色 し，セルソータにて
CD４+CD1３7−細胞およびCD４+CD1３7+細胞を単一細
胞ソートした。
取 得 したリンパ 球 1 個 ずつからRT-PCRにより，
TCRの α鎖とβ鎖のcDNAを増幅させた。その後，
さらにβ鎖のcDNAを再度増幅させた。電気泳動に
てcDNAが増幅されていることを確認し，増幅され
ていたサンプルのシークエンス反応を行い，TCR
β鎖cDNAの塩基配列を読み取った。塩基配列をア
ミノ酸配列に変換し，各組織内・組織間でのTCR
レパートリーを比較・検討した。
結　果
　各 サンプルより 取 得 したTCRレパートリーを
図 1 に 示 す。CD４+CD1３7− TILで は ４４ 個，
CD４+CD1３7+TILでは４２個，dLNのCD４+CD1３7−T
細胞からは３５個，dLNのCD４+CD1３7+T細胞からは
５２ 個，spleenのCD４+T細 胞 からは２２ 個 のTCRの
cDNAが増幅され，そのアミノ酸配列を同定した。
図 1 の同じ丸数字の分画は同じTCRを発現したT細
胞が ２ 個以上存在したことを示している。また，異
なる細胞集団間で同じ丸数字の分画は，同一の
TCRを発現していたことを示している。
考　察
　メラノーマ担癌マウスにおいて，腫瘍浸潤T細
胞・所属リンパ節のT細胞・脾臓のT細胞ではTCR
のレパートリーは異なっていた。
図 1 　各サンプルのTCRβレパートリー
同一のTCRを発現しているT細胞を同じ丸数字で表し
た。「重複なし」は重複のみられなかったレパートリー
である。TILのCD4＋CD137＋ では，他 のサンプルに 比
べ，クローナルに増幅しているT細胞が多く見られた。
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　TILのCD４+CD1３7−のT細胞とTILのCD４+CD1３7+
のT細胞で一部のTCRの重複がみられた（図 1 の③
の 分 画）。TILのCD４+CD1３7+のT 細 胞 とdLNの
CD４+CD1３7+のT細胞にも一部のTCRの重複がみら
れた（図 1 の⑧の分画）。一方，SpleenにはTILや
dLNと重複するTCRを持つT細胞は確認されなかっ
た。以上の結果より，TILやdLNのT細胞の中には
腫瘍特異的なTCRを持つT細胞が存在すると考えら
れる。
　CD４+CD1３7−のT細胞とCD４+CD1３7+のT細胞の
クローナリティを比較すると，CD４+CD1３7+のT細
胞 の 方 がクローナルなものが 多 く 確 認 された。
CD1３7は活性化T細胞に発現し，腫瘍免疫応答に関
わるとされており， 腫 瘍 特 異 的 なTCRを 持 つ
CD1３7+のT細胞を獲得することががん免疫療法に
おいて肝要であると考えられる。
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